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RESUMEN
Una de las mayores problemáticas que se presenta en las especies ícticas de
consumo reofílicas como el yamú (Brycon amazonicus) es la estacionalidad
reproductiva. Esta característica limita la producción continua de alevinos
generando bajas en la oferta y en su comercialización. El objetivo de este
estudio fue evaluar la conservación de embriones de yamú (B. amazonicus) a
temperaturas de congelación siendo una estrategia utilizada para mitigar este
inconveniente y mejorar procesos de producción de alevinos. Para este
propósito se evaluaron embriones de yamú (B. amazonicus) en diferentes
estadios de desarrollo embrionario blastulación (2 horas post-fertilización-HPF),
gastrulación

(6

HPF)

y

segmentación

(8

HPF)

sometidos

bajo

las

concentraciones de 10 y 15 % de dos crioprotectores Dimeltil-sulfóxido (DMSO)
y Metanol (MET) durante 1 hora a -14 ºC. Se evaluó la viabilidad, eclosión y
daños morfológicos. Para este fin machos y hembras, sexualmente maduros
fueron inducidos a la maduración final de las gónadas por medio de la aplicación
de extracto de hipófisis de carpa EHC (stoller fisheries,USA), distribuida en tres
aplicaciones para las hembras 0,25 mg/Kg (0 horas), 0,5 mg/Kg (24 horas) y 5
mg/Kg (36 h) y a los machos una única aplicación (4 mg/Kg) de peso vivo. Los
embriones obtenidos fueron dispuestos en incubadoras de flujo ascendente tipo
Woynarovich. Una vez cumplida cada HPF los embriones junto con el respectivo
crioprotector diluyente se empacaron en tubos falcón a una proporción 1:1 donde
se agregaba 6 ml de embriones y 6 ml del crioproctetor.Cada tratamiento se
llevó a una cabina de refrigeración a 6ºC durante 10 minutos, posteriormente, los
embriones estuvieron sometidos a un descenso de temperatura gradual hasta
llevarlos a -14°C, donde se mantuvieron por un tiempo de 1 hora hasta su
descongelación. Muestras de embriones no tratadas fueron consideradas como
control, seguidamente la descongelación de los embriones se realizó por
inmersión directa en baño de agua a 27ºC durante 10 minutos. Finalmente los
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embriones fueron sembrados en incubadoras experimentales de 2lt en donde se
tomaron registros cada hora hasta su eclosión.
La viabilidad embrionaria y eclosión fue mejor a medida que aumentó el estadio
de desarrollo embrionario, con diferencias estadísticas significativas (p<0.05) en
todos los tratamientos comparados con el grupo control. Ningún tratamiento de 2
HPF presentó eclosión. Así mismo, los embriones de 8 HPF sometidos a MET
15% obtuvieron los mejores resultados de eclosión (54.1±4.1%) seguido del
MET al 10 % (22.2 ± 1.7 %) bajo la misma hora embrionaria , mientras que los
embriones trabajados con el crioprotector DMSO al 15 y 10 % presentaron
porcentajes muy bajos de eclosión (10.9 ± 4.2 % y 3.5 ± 1.2 %,
respectivamente). A las 6 horas post-fertilización la mayor tasa de eclosión fue
para los embriones conservados bajo el crioprotector MET al 10 y 15 % (26.8 ±
7.6 % y 18.9 ± 7.4 %, respectivamente).mientras que los embriones conservados
con el crioprotector DMSO presentaron una tasa de eclosión muy inferior con un
máximo de 1.3 ± 0.5 % para la concentración del 10 % y 0.7 ± 0.4 % para la
concentración del 15% respectivamente. En conclusión, embriones de yamú (B.
amazonicus) de estadios tardíos de desarrollo (8 HPF)

sometidos a -14 ºC

durante 1 hora utilizando como crioprotector Metanol al 15 y 10 % mantienen su
morfología y conservan su viabilidad generando porcentajes significativos de
eclosión. Sin embargo, es importante seguir identificando los métodos y
crioprotectores más adecuados con el fin de obtener mejores tasas de eclosión
promoviendo el éxito de la crioconservación.

Palabras clave: B. amazonicus, conservación, crioprotectores, desarrollo
embrionario, viabilidad.

14

ABSTRACT
One of the biggest problems that occurs in consumer fish species like Yamú
(Brycon amazonicus) is reproductive seasonality, this feature limits the
continuous production of fingerlings generating low in supply and marketing. The
aim of this study was to evaluate the conservation of embryos yamú (B.
amazonicus) to freezing temperatures being a strategy used to mitigate this
drawback and improve fingerling production processes. For this purpose we
evaluated embryos yamú (B. amazonicus) at different stages of embryonic
development blastulation (2 hours post-fertilization, HPF), gastrulation (6 HPF)
and segmentation (8 HPF) under low concentrations of 10 and 15% of two
Dimeltilsulfóxido cryoprotectants (DMSO) and methanol (MET) for 1 hour at -14 °
C. The viability, hatching and morphological damage. To this end, male and
female, were induced to mature sexually final maturation of the gonads through
the application of carp pituitary extract EHC (Stoller fisheries, USA), distributed in
three applications for females [0.25 (0 h), 0.5 (24 h) and 5 (36 h) mg / Kg] and a
single application males (4 mg / Kg) of body weight. The embryos were placed in
incubators Woynarovich upflow type. Once each HPF embryos accomplished
with the cryoprotectant respective diluent Falcon tubes were packed in a 1:1 ratio
which was added 6ml of crioproctetor embryos and 6, each treatment was carried
cabin cooling to 6 ° C for 10 minutes, later, embryos were subjected to a gradual
temperature decrease to bring to -14 ° C, where they remained for a period of 1
hour until thawed. Untreated embryos samples were considered as a control,
then thawing of the embryos was carried out by direct immersion in a water bath
at 27 ° C for 10 minutes. Finally the embryos were planted in experimental
incubators 2L where records were taken every hour until hatching. Embryo
viability and hatching was better with increasing stage of embryonic
development, with statistically significant differences (p <0.05) in all treatments
compared with the control group. No treatment of 2 hpf presented hatching. Also
8 HPF embryos undergoing MET 15% yielded the best results hatching (54.1 ±
15

4.1%) followed by the MET to 10% (22.2 ± 1.7%) under the same hour embryo,
whereas embryos worked with the cryoprotectant dimethylsulfoxide at 15 and
10% had very low percentages of hatching (10.9 ± 4.2% and 3.5 ± 1.2%,
respectively). At 6 hours post-fertilization the hatching rate was higher for
embryos preserved under the cryoprotectant methanol at 10 and 15% (26.8 ±
7.6% and 18.9 ± 7.4%, respectively). While the embryos preserved with
dimethylsulfoxide cryoprotectant presented hatching rate much lower with a
maximum of 1.3 ± 0.5% for the concentration of 10% and 0.7 ± 0.4% for the 15%
concentration respectively. In conclusion yamú embryos (B. amazonicus) at later
stages of development (8 HPF) under -14 ° C for 1 hour using Methanol as a
cryoprotectant and 10% to 15 maintain their morphology and remain viable
generating significant percentages of hatching. However it is important to identify
the most suitable cryoprotectants methods and to obtain better rates of
successful hatching promoting cryopreservation.

Key

words:

B.

amazonicus,

Conservation,

development, viability.
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1. INTRODUCCION
La piscicultura Nacional actualmente se ha convertido en una alternativa de
producción en el sector pecuario con excelentes perspectivas comerciales y
productivas para nuestro país (Fao, 2011). Hoy por hoy la gran demanda
comercial y la intensificación de los procesos productivos ha generado un
impacto en la búsqueda de estrategias que permitan optimizar los sistemas de
producción piscícola.
Una de las mayores problemáticas que se presenta en la Piscicultura es la
estacionalidad reproductiva de algunas de las especies con mayor interés
comercial, esta característica limita la producción continua de alevinos
generando bajas en la oferta y comercialización.
Por tal razón es necesario desarrollar tecnologías que permitan garantizar la
producción de semilla durante todo el año, con el fin de suplir la demanda
principalmente de especies ícticas de alto potencial productivo como el yamú (B.
amazonicus) (Velasco et al., 2006). Una de estas tecnologías es la
crioconservación, esta técnica permite conservar en un medio de congelación
gametos y embriones a través de la utilización de agentes crioprotectores,
convirtiéndose en una alternativa biotecnológica útil, que permite preservar las
especies y utilización futura para la producción en periodos no reproductivos
(Cerdá, 2002).
Se han realizado estudios sobre la crioconservación en algunas especies de
peces teleósteos, obteniendo resultados deseados sobre tasas de viabilidad en
espermatozoides después de la descongelación (Suquet et al., 2000). No
obstante, cuando las técnicas de congelación han sido empleadas sobre
gametos femeninos o embriones de peces, los resultados no han sido
satisfactorios, ya que los especímenes que se obtienen muestran una baja
fertilidad y supervivencia después de la descongelación (Hagedorn et al., 1998).
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Diferentes problemáticas se han presentado en la crioconservación de
embriones de peces, cabe resaltar que a diferencia de otros embriones animales
los peces acumulan grandes cantidades de vitelo presentando sistemas
biológicos multicompartimentales siendo una de las razones que dificultan la
crioconservación (Cerdá, 2002).
Por otro lado, en los embriones de peces se encuentran membranas celulares
de variable permeabilidad a los solutos, como la membrana que rodea el vitelo
separando al blastodermo (membrana vitelina) cuya baja permeabilidad parece
ser el principal obstáculo para la penetración de los crioprotectores en el vitelo
del embrión (Hagedorn et al., 1998). Otro problema presente en la
crioconservación de embriones de peces es la sensibilidad al frio y las tasas de
congelación y descongelación, siendo estas causantes de mortalidad celular.
Estudios dan a conocer que en algunas especies como Pimephales promelas,
Cyprinus carpio, Oncorhynchus mykiss, Carassius auratus son muy sensibles al
frio durante las etapas iníciales de desarrollo y la sensibilidad disminuye
progresivamente a medida que avanza el desarrollo embrionario (López et al.,
2011). Es por ello que es de importancia establecer protocolos de
crioconservación teniendo en cuenta las características particulares de cada
especie. Algunos trabajos desarrollados en especies nativas como la cachama
blanca (Piaractus brachypomus) han demostrado importantes resultados. En
esta especie se obtuvieron viabilidades del 94.8% en embriones de 6 y 10 horas
pos-fertilización utilizando como crioprotector Metanol a concentraciones del 10
% y 15 %, respectivamente (Castillo et al., 2011).
Estudios se han enfocado en evaluar la crioconservación de gametos
masculinos en el yamú (B. amazonicus) (Cruz et al., 2006, Velasco et al., 2006).
Sin embargo, aún no existen reportes sobre la crioconservación de sus
embriones. Investigaciones en este sentido serian de gran importancia ya que
contribuirían en su preservación y en la formación de bancos de germoplasma.
18

Por otro lado comercialmente se tendría disponible alevinos durante la época no
reproductiva, reflejándose en un aumento de la producción y comercialización de
esta especie.
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2. OBJETIVOS
Objetivo general


Evaluar el uso de dos crioprotectores para la conservación de embriones de
yamú (B. amazonicus) a baja temperatura como posible estrategia de
producción.
Objetivos específicos



Determinar la viabilidad y eclosión de embriones de yamú (B. amazonicus)
conservados durante 1 hora a -14ºC utilizando dos crioprotectores (Metanol y
Dimetil-sulfoxido) bajo diferentes concentraciones.



Establecer el estadio óptimo de desarrollo embrionario del yamú (B.amazonicus)
para ser sometido a procesos de conservación.



Analizar los cambios morfológicos presentados en embriones de yamú (B.
amazonicus) durante el proceso de conservación.
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3. MARCO TEORICO
3.1. Generalidades del yamú (Brycon amazonicus)
Clasificación taxonómica del Yamú (Brycon amazonicus) (Spix y Agassiz, 1829).
Clase:

Actinopterygii

Orden:

Characiformes

Familia:

Characidae

Subfamilia:

Bryconinae

Genero

Brycon

Especie:

Brycon amazonicus

El yamú (B. amazonicus) (Spix & Agassiz, 1829; Lima, 2003), es la especie más
común entre los brycónidos de los Llanos Orientales Colombianos, la más
explorada para piscicultura y de excelente comportamiento en sistemas de
cultivo (Cruz et al., 2000), gracias a su hábito alimenticio omnívoro (Useche et
al., 1993), su crecimiento rápido y la gran eficiencia alimenticia (López et al.,
2004).

Figura 1. yamú (Brycon amazonicus).
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3.1.2. Distribución geográfica
Actualmente se encuentra en el medio natural a lo largo de los ríos Arauca y
Apure, en Venezuela y en Colombia en los ríos Meta, Ariari y Guaviare (Arias,
2006).
3.1.3. Alimentación
La alimentación del yamú está constituida principalmente por frutas y semillas
de diferentes especies de árboles tropicales, aparte de insectos y peces más
pequeños, por lo que son consideradas especies omnívoras – herbívoras
oportunistas; además, en sus primeros estadios de crecimiento pueden filtrar
microorganismos y algas que crecen en el agua. Esta especie al igual que la
mayoría de los carácidos, también pueden consumir con frecuencia hojas y
flores de plantas superiores, cuya cantidad depende de la disponibilidad y
estación climática (Poweret et al., 2000).
Son peces de fácil adaptación que pueden aprovechar diversos recursos
alimenticios e incluso soportar ausencia de alimento por periodos prolongados,
los cuales pueden variar según la estación climática o asociarse a la migración
reproductiva (Carvalho, 2001).
3.1.4. Reproducción
Es un pez reofilico que presenta un ciclo reproductivo estacional, extendiéndose
desde Febrero a Mayo, coincidiendo con la época de lluvias (Arias, 2002), lo
cual limita a este periodo a la producción de alevinos y la investigación en varios
aspectos de su biología y fisiología reproductiva.
Tanto en el ambiente natural como en confinamiento, los ovarios de las hembras
y testículos de los machos maduran una sola vez al año de manera sincrónica.
Si bien en condiciones

de confinamiento es posible encontrar hembras
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reproductivamente maduras al segundo año de vida, en el medio natural estas
maduran al tercer año (Arias, 1995).
En el medio natural tienen migración reproductiva en el inicio de la creciente del
río, cuando descienden a los afluentes para desovar en los ríos de agua blanca;
realiza también una migración trófica, cuando sube los ríos en la creciente para
alimentarse en los bosques inundados (Arias, 2006).
Además de esto hace también desplazamientos de dispersión, cuando deja las
áreas que están secando y penetra en el lecho de los ríos (Santos et al., 2006).
Las poblaciones naturales contienen hembras y machos en proporciones de
1:1.5, sin caracteres sexuales secundarios y con tallas de primera maduración
sexual en hembras de 28 cm de longitud estándar (Hurtado.,et al 1986,
Lugo,1989).
La fecundidad absoluta es amplia y variable, a menudo se obtienen cerca de 120
mil huevos uniformes kg/hembra. Los huevos son demersales, semiflotantes y
no reciben cuidado parental (Arias, 1995).
Debido a la estacionalidad reproductiva, se hace necesario implementar
estrategias como la crioconservación que permitan conservar los gametos
obtenidos durante la época de reproducción, para asegurar la oferta permanente
de alevinos a lo largo del año (Cruz, 2006).
3.1.5 Larvicultura
Durante la larvicultura, su voracidad y el rápido crecimiento de las larvas de esta
especie hace que el período necesario para alcanzar el tamaño comercial varié
entre los 15 y los 21 días, que es inferior al de la mayoría de las especies
nativas, en las cuales el período de cultivo oscila entre los 25 y 35 días.
Se han alcanzado resultados de supervivencia de la especie B. amazonicus,
durante los 21 días de larvicultura logrando un 50 y 72 % de supervivencia para
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cultivos realizados en tanques de tierra, en densidades de 30 y 120 postlarvas/m2, respectivamente (Gomes et al., 2000).

3.1.6. Engorde

Las especies de Brycon parecen mostrar una elevada capacidad de adaptación
al alimento disponible/ofrecido, siendo capaces de digerir muy bien la proteína
de origen animal y vegetal (Werder, 1979).

El engorde de B. amazonicus en tanques en la Amazonía, reveló una capacidad
de producción entre 2.75 y 3.61 ton/ha/año, con una ración al 34 % de proteína
bruta

y

mantenidos

en

densidades

entre

0.9

y

1.8

individuos/m2,

respectivamente (Werder, 1980). La máxima densidad de cultivo para el
engorde de B. amazonicus, en condiciones amazónicas, es de 3 peces/m2,
siendo necesario el uso de aireadores para densidades superiores (Honczaryk,
1994).

3.2. Crioconservación de embriones
3.2.1. Crioconservación
La crioconservación es la rama de la criobiología por medio de la cual se espera
prolongar indefinidamente el potencial total de vitalidad y las funciones
metabólicas normales de las células. Por medio de este proceso se busca la
estabilización de las células a temperaturas criogénicas (-196º C), en las que se
detiene la actividad metabólica, permitiendo su preservación por periodos de
tiempo indefinidos (Gonzales et al., 2001).
Esta técnica consiste básicamente en la congelación en contacto con agentes
crioprotectores bajo diferentes velocidades de congelación, lo cual reduce la
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formación de hielo intracelular que es el principal causante de la mortalidad
celular durante la criopreservación (Cerda, 2002).
En la actualidad la crioconservación de gametos de peces ha sido ampliamente
estudiada obteniendo éxito en la crioconservación de espermatozoides de
muchas especies incluyendo salmonidos, ciprinidos, siluridos y acipenseridae
(Lahnsteiner, 2000). No obstante cuando se habla de la crioconservación de
embriones de peces el éxito ha sido poco, debido principalmente a su baja
permeabilidad de las membranas y sensibilidad al frio (Hagedorn et al., 1996).
Continuamente un gran número de estudios intentan dar solución a los
problemas presentados en la criconservación de embriones, así como lo reporta
Ahammad et al., (2002) en su estudio sobre la respuesta de diferentes
concentraciones de crioprotectores a bajas temperatura sobre embriones de
carpa común (Cyprinus carpio)

revelando el gran impacto que ejerce la

interacción entre la concentración del crioprotector y la temperatura de
congelación sobre la viabilidad de los embriones. De forma semejante diferentes
autores (Chen, 2005; M.Janik, 2000) han trabajado a lo largo de los últimos
años en contribuir sobre la investigación que ejercen los crioprotectores y la
temperatura de congelación sobre el desarrollo y la viabilidad de embriones de
diferentes especies de peces.
De la misma manera Cerda J. (2002). En su estudio sobre Mecanismos
fisiológicos durante la hidratación del huevo de teleósteos da a conocer los
mecanismos biológicos implicados durante la hidratación de los embriones de
peces, aspecto que es de gran trascendencia para su crioconservación, algunos
de sus hallazgos intentan dar un punto de partida para el desarrollo de nuevas
estrategias biotecnológicas dirigidas a la crioconservación de gametos
femeninos y embriones de peces de interés acuícola. La capacidad de preservar
ambos gametos tanto paternos y maternos proporcionaría una fuente fiable de
material genético de un pez para fines productivos y científicos.
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3.2.2. Historia
La crioconservación de embriones de peces data desde el año 1953, fecha en
que Baxter reporto la primera conservación de ovas y embriones. Seguidamente
Zell en 1978 y Erdahl (1987), reportaron la aplicación de esta biotecnología
cuando sometieron huevos y embriones a diferentes concentraciones de
crioprotectores y temperaturas bajo cero (-20ºC y -55ºC, respectivamente).
(Castillo et al., 2011).
Desde el punto de vista de la acuicultura, la disponibilidad de gametos
congelados posibilita la disminución de los costos de producción, al disminuir los
costos de mantenimiento de reproductores y su transporte de un centro de
cultivo a otro; resulta más económico el transporte de un bidón de nitrógeno
líquido con los gametos que un grupo de reproductores, evitándose a la vez, el
estrés derivado del transporte.
3.2.3. Agentes crioprotectores
Para el proceso de crioconservación es necesario la utilización de agentes
crioprotectores, estos agentes, son sustancias

hidrosolubles en agua que

modifican considerablemente las propiedades fisicoquímicas de las soluciones
acuosas presentes en las células, ya que disminuyen el punto de congelación
celular, permitiendo el almacenamiento a temperatura subcero sin la formación
de cristales de hielo (Yang et al., 1993).
La eficiencia de estas soluciones crioprotectoras depende de la permeabilidad
de la membrana plasmática y de la toxicidad que produce al penetrar a la célula
tratada. Esto significa que cada grupo celular u órgano responde de distinta
manera a los crioprotectores, lo que se traduce en que las diferentes especies
requieran de distintos crioprotectores, diferentes concentraciones de cada
crioprotector y diferentes tiempos de permanencia en la solución crioprotectora
(Rana, 1995). Así, cada especie responde de distinta manera a estos
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crioprotectores, originando diferentes efectos sobre los organismos al aplicar las
mismas metodologías (Renard y Cochard, 1989), lo cual indica que los
crioprotectores son especie-específicos (Yao et al., 2000).
Bioquímicamente es posible distinguir tres tipos de crioprotectores, los alcoholes
(metanol, etanol, propanol, 1-2 propanediol y glicerol), azúcares (glucosa,
lactosa, sucrosa, sacarosa) y el dimetilsulfóxido, los crioprotectores pueden
clasificarse también en agentes penetrantes y no penetrantes de acuerdo a la
permeabilidad celular (Porcu, 2001).
3.2.4. Agentes penetrantes
Los agentes penetrantes son sustancias de bajo peso molecular y por ello
permeables a través de la membrana que protegen a la célula de las lesiones
producidas por la congelación a velocidad lenta. Los más utilizados son (Boiso,
2001):


Dimetil-sulfoxido (DMSO)



Metanol



Propanodil (PROH)



Etilen-Glicol (EG)

3.2.5. Dimetil-sulfoxido (DMSO)

El dimetil-sulfóxido es un solvente bipolar aprótico, hidrosoluble, de bajo peso
molecular; desde el descubrimiento de sus propiedades crioprotectoras por
Lovelock en 1959, el DMSO se ha usado como un crioprotector. Su acción
crioprotectora se atribuye principalmente a su habilidad de prevenir acumulación
excesiva de electrolitos y otras sustancias durante el proceso de congelamiento,
y la formación de cristales de hielo que rompen la estructura de la membrana,
su bajo peso molecular permite la entrada rápida a través de la membrana

27

celular (García, 1984), modula la estabilidad y fases de la bicapa de los
fosfolípidos, así como también afecta los procesos de solvatación de agua. Se
han sugerido las interacciones electrostáticas de DMSO con fosfolípidos lo cual
parece ser crítico para la crioprotección de la membrana.
3.2.6. Metanol (MET)
El Metanol también conocido como alcohol metílico, es el alcohol más sencillo.
A temperatura ambiente se presenta como un líquido ligero de baja densidad,
La función crioprotectora de esta sustancia es proteger a la célula del daño que
puede llegar a causarse en el proceso de congelación-descongelación. Esta
sustancia es ampliamente usada para disminuir el punto de congelación del
medio extracelular, minimizando los efectos de los cristales de hielo y
favoreciendo la supervivencia de la célula.
3.2.7. Agentes No penetrantes
Los agentes no penetrantes son sustancias de alto peso molecular, que son
efectivas cuando se utilizan velocidades altas de congelación, no son
crioprotectores propiamente dichos ya que no penetran la célula si no que
ejercen su acción crioprotectora eliminando osmóticamente el agua intracelular,
remplazándola por los crioprotectores permeables durante el enfriamiento y
adicionalmente, para prevenir el choque osmótico por medio del control de la
rehidratación intracelular durante la descongelación (Medina et al ., 2005). Los
más usados son (Boiso, 2001)


Sacarosa,glucosa,dextrosa



Polietilen-glicol (PEG)

También se usan otros protectores como suplementos en el proceso de
criopreservación, como leche en polvo, albúmina sérica, diferentes proteínas y
yema de huevo (Rana, 1995). La yema de huevo ha sido probada como aditivo
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de los diluyentes para congelación en muchos estudios de crioconservación. En
peces marinos, se utiliza la solución de Erdahl y Graham con yema de huevo
dando buenos resultados en esperma de lucio (Esox lucius L.) con una tasa de
fertilización aumentada (Babiak et al., 1995). En cobia o pez palo (Rachicentron
canadum) se utilizó DMSO al 10% con 3 ml de glucosa y 10% yema de huevo
dando aproximadamente el 100% de movilidad del esperma después de estar
congelada a -80 ºC durante un año (Caylor et al., 1994).
La acción protectora de la yema de huevo es aparentemente especie-específica
y puede depender de los componentes del diluyente y del procedimiento de
crioconservación (Chao y Liao, 2001).
3.2.8. Métodos de Crioconservación
Los métodos para la Crioconservación están clasificados de acuerdo a la
velocidad

de

congelamiento

y

descongelamiento.

Actualmente

existen

protocolos de congelación lenta,-descongelación lenta, congelación lenta,descongelación rápida en las cuales la adición del crioprotector suele hacerse
por pasos y el descenso de la temperatura se realiza lentamente en un
congelador programable. La descongelación rápida se hace a temperatura
ambiente o en un baño de agua a 30°C para evitar la recristalización (Portillo et
al., 2006).
La congelación ultrarrápida fue originalmente descrita para la congelación de
embriones, por Trouson en 1986. Implica la rápida deshidratación celular,
utilizando altas concentraciones de crioprotector, usualmente DMSO y sacarosa,
seguida de inmersión en nitrógeno líquido.
La vitrificación tampoco requiere la utilización de un congelador programable; se
basa en la congelación rápida en una mezcla de altas concentraciones de
crioprotectores, que a bajas temperaturas aumentan su viscosidad formando un
sólido amorfo, sin formación de hielo, esta técnica fue introducida en 1985, por
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Rall y Fahy, la cual presenta algunas ventajas importantes respecto a la
congelación convencional, como son una mayor rapidez en el procesamiento
de cada muestra, y menor costo, por prescindir de máquinas congeladoras
programables.
3.2.9. Causa de muerte celular por congelación
La estructura y composición de las membranas plasmáticas determinan los
principales eventos celulares que tienen lugar durante los procesos de
crioconservación, su comportamiento durante la congelación y descongelación
definirá los índices de súpervivencia de la célula congelada (Muldrew et al.,
1994).
Los periodos críticos para la sobrevida celular durante la criopreservación son la
fase inicial del congelamiento y el periodo de retorno a condiciones fisiológicas
(Mazur, 1984).
A velocidades de enfriamiento altas, la formación de cristales de hielo
intracelulares es el factor letal (Mazur, 1977). Mientras que a velocidades más
bajas los “los efectos solución” son los responsables de la perdida de viabilidad.
No hay discusión en cuanto a la idea de que la muerte celular está asociada con
la presencia de gran cantidad de cristales de hielo intracelulares, pero algunos
estudios han demostrado que pequeñas cantidades de hielo intracelular, no
necesariamente son incompatibles con la supervivencia.
Además Farrant et al. (1977), demostraron que la cantidad de hielo intracelular y
el tamaño de los cristales son los que determinan la supervivencia. Las células
congeladas

rápidamente

(conteniendo

cristales

de

hielo

intracelulares),

sobrevivirán solo si son descongeladas rápidamente. El recalentamiento lento da
tiempo para la recristalizacion, proceso de crecimiento de los cristales durante la
descongelación.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Localización y descripción del área del estudio.
La investigación se realizó en el laboratorio de reproducción y crioconservación
del Instituto de Acuicultura de la Universidad de los Llanos, ubicado en la ciudad
de Villavicencio, departamento del Meta. Sus instalaciones están situadas a una
altura de 420 msnm con temperatura ambiental promedio de 26°C, humedad
relativa del 75% y precipitación pluvial de 4.050 mm. (Instituto Agustín Codazzi).
4.2. Material biológico.
Se utilizaron reproductores de yamú (B. amazonicus) clínicamente sanos,
provenientes de la Estación Piscícola de la Universidad de los Llanos. Se realizó
una primera pre-selección de los animales en campo teniendo en cuenta el
desarrollo corporal de los animales (abdomen abultado para las hembras y
presencia de semen en los machos luego de presión abdominal).
Se evaluaron las condiciones reproductivas óptimas de los peces mediante
biopsia ovárica para determinar el estado de desarrollo de los oocitos y la
posición de sus núcleos. Para los machos, la madurez sexual se determinó por
la presencia de semen en la papila urogenital después de realizar masaje en
sentido cráneo-caudal sobre el abdomen de los machos. De igual forma, los
peces seleccionados fueron identificados y se registró su longitud total (cm) y
peso corporal (kg).
Los procedimientos que implicaron manipulación de los animales se realizaron
de acuerdo a las normas y procedimientos para el uso de animales de
laboratorio, descritas por el Committee on Care and Use of Laboratory Animal
Resources - National Research Council, USA (1996).
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4.3. Análisis físico-químico del agua
El agua que se utilizó para los bioensayos fue obtenida de pozo profundo de la
Estación Piscícola del IALL. Todo el sistema se manejó por medio de
recirculación mediante un filtro de arena. Diariamente se midieron los
parámetros físico-químicos del agua,

temperatura (º C), pH, conductividad

eléctrica (μS/cm.) por medio de una sonda multiparamétrica YSI MPS 556; de
igual modo, se determinó la dureza y alcalinidad (ppm) por medio de un kit de
calidad de aguas (Aquamerck, Merck).
4.4. Inducción a la maduración final de las gónadas.
La maduración final de los óvulos y posterior ovulación fue realizada mediante
aplicación intramuscular de la hormona extracto de hipófisis de carpa - EHC
(Stoller Fisheries, USA) con una dosis total de 5,75 mg.Kg-1 de peso corporal,
distribuida en tres aplicaciones (0,25 mg.Kg-1 (24h) 0,5 mg.Kg-1 (12h) y 5 mg.Kg1

(36h). La inducción hormonal de los machos se realizó mediante una única

inyección intramuscular de EHC, equivalente a 4 mg.Kg -1 de peso corporal,
aplicada simultáneamente con la segunda dosis de inducción de la hembra.
Cada tratamiento fue asignado al desove de un macho con una hembra.
4.5. Obtención de embriones.
La extracción de la muestra se realizó aproximadamente 6h después de la
última dosis hormonal de las hembras, tomando como referencia los fuertes
acercamientos generados por el macho hacia la hembra (cortejo) y la presencia
de oocitos sobre la cavidad genital de la hembra en el momento de apretar la
zona abdominal. Para esto los animales fueron tranquilizados con 2fenoxietanol (300 ppm, Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri, USA), durante
5 minutos. Inmediatamente después de la pérdida del eje de nado, los peces
fueron extraídos y secados en la región abdominal, aplicando una leve presión
para provocar la expulsión de orina y un masaje cráneo-caudal del abdomen
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para la expulsión de los oocitos, los cuales se recolectaron en un recipiente
plástico seco.
Una vez obtenido el desove de la hembra, se sumergió el macho en la misma
solución tranquilizante y se le realizo el mismo procedimiento para recolectar en
tubos de vidrios aforados las muestras de semen, seguidamente se mezclaron
los ovocitos y el semen mediante una pluma con movimientos circulares hasta
lograr homogenizar los gametos. Por último, se realizó la fertilización de los
ovocitos a través de la aplicación de agua de incubación. Este procedimiento se
realizó repetidamente, hasta alcanzar la hidratación de los huevos fertilizados
(cigotos), los cuales son los que se utilizaron para el desarrollo del estudio.
Durante la incubación, fueron monitoreados los parámetros físico-químicos del
agua Temperatura (ºC) y pH, por medio de una sonda multiparamétrica YSI
(MPS YSI 556, Spanish. qxp).
4.6. Evaluación seminal
Una vez recolectada la muestra de semen en tubos de vidrio aforados se registró
su volumen y se estimó la movilidad subjetivamente bajo microscopio óptico
(100X) después de la activación de una gota de semen (20 µl) con agua
destilada. El tiempo de activación fue medido desde la inducción de la movilidad
espermática hasta la suspensión de movimientos y expresado en segundos.
Todas las evaluaciones fueron realizadas dentro de los 30 min siguientes a la
colección del semen.
4.7 Evaluación de la fertilización
El porcentaje de fertilización fue calculado posterior a una hora de fecundación,
debido a que en este tiempo se aprecia con mayor claridad la fase de división
celular. Para ello se recolectaron muestras de embriones en cajas de petri (~30
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embriones).Se determinó el porcentaje de fertilización observando a través de un
espectrofotómetro binocular (Nikon SMZ 800, Japón) el número de embriones
que presentaban la fase inicial (estadio de 4 células a mórula,) y se tomó como
no fertilizado los huevos que presentaban una tonalidad blanquecina sin
presencia de ninguna división celular.

4.7 Preparación de los diluyentes
Para la preparación de los diluyentes se determinó el volumen total necesario
para todos los tratamientos, posteriormente se pesó la glucosa teniendo en
cuenta que correspondiera al 20 % del volumen final. Esta fue diluida en NaCl
0.9% calentándola hasta obtener una mezcla homogénea. Continuamente una
vez enfriada la glucosa (3-5 min) se adiciono el crioprotector teniendo como
criterio que correspondiera al 10 y 15 % del volumen final del diluyente.
Finalmente se adiciono NaCl 0.9 % hasta completar el volumen. (Esta
preparación se realizó de igual forma para los dos crioprotectores Metanol y
Dimetil-sulfoxido).
4.9. Conservación de embriones y condiciones de congelación.
Los embriones, se colocaron en incubadoras tipo Woynarovich de flujo
ascendente de 200 L, durante los tres periodos a evaluar de desarrollo
embrionario (2, 6 y 8 horas HPF) se extrajeron muestras de 6 ml de embriones
por cada tratamiento, este procedimiento se realizó mediante varillas de vidrio,
seguidamente fueron depositados en tubos Falcon plásticos estériles de 13 ml.
A cada una de las muestras se le adiciono 6 ml del diluyente correspondiente
Metanol o Dimetil-sulfoxido bajo las concentraciones respectivas, para una
proporción de 6 ml de embriones y 6 ml de diluyente (1:1). Muestras de
embriones no tratadas fueron consideradas como control.
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La preparación de los crioprotectores se realizó tomando glucosa reactiva
(Sigma-Aldrich, USA), manteniendo una concentración del 20% y equilibrando la
cantidad estimada para cada tratamiento a través de una báscula electrónica
(400 gr. Ohaus, USA). Los crioprotectores y la glucosa fueron disueltos en
solución salina fisiológica (NaCl 0,9%) hasta obtener una mezcla homogénea.
Cada tratamiento se llevó a una cabina de refrigeración digital programable a
6ºC durante 10 minutos, logrando el acondicionamiento de los embriones a la
temperatura mencionada y proporcionando un periodo de equilibrio entre el
embrión y los tratamientos. Posteriormente, los embriones estuvieron sometidos
a un descenso de temperatura gradual por medio de un congelador digital
programable (Freezer digital programable) hasta llevarlos a -14°C, donde se
mantuvieron por un tiempo de 1 hora hasta su descongelación.
4.10. Protocolo para la descongelación de embriones.
La descongelación de los embriones se realizó por inmersión directa en baño de
agua a 27ºC durante 9 minutos (Castillo et al., 2011). Este sistema ofrece una
tasa de descongelación rápida evitando procesos de recristalización celular, que
pueden generar daño en la membrana plasmática y muerte de los embriones.
4.11. Medición de viabilidad
Los embriones descongelados de cada tratamiento, fueron lavados con agua de
incubadora para eliminar el diluyente y posteriormente sembrados en
incubadoras de flujo ascendente con capacidad de 2 L.
4.11.1. Viabilidad del desarrollo embrionario
Cada dos horas a partir de la descongelación e iniciada la incubación artificial de
los embriones se evaluó la viabilidad de cada tratamiento tomando muestras
representativas (~30 embriones) de embriones de cada replica hasta su posible
eclosión. El resultado de la viabilidad embrionaria fue expresado en porcentaje
(%).
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4.12 Evaluación de la eclosión
En los tratamientos donde se presentó eclosión, esta fue cuantificada tomando
tres muestras representativas de cada replica y promediando el número de
larvas eclosionadas (rompimiento del corion). El resultado de la eclosión fue
expresado en porcentaje (%).
4.13. Evaluación de posibles cambios morfológicos
4.13.1. Evaluación pre-conservación
Muestras de embriones fueron registradas fotográficamente antes de iniciar en
cada tratamiento el proceso de la aplicación del crioprotector con el objetivo de
evaluar la morfología embrionaria pre-congelación. Igualmente estos resultados
se compararon con embriones sometidos a cada solución crioprotectora (MET y
DMSO al 10% y 15 %). los registros fotográficos fueron tomados por medio de
una cámara digital (Nikon Digital Sight, DS-5M, Japón) ajustada a un
estereoscopio binocular (Nikon SMZ 800, Japón)
4.13.2. Evaluación post-conservación
Inmediatamente después de la descongelación de los embriones, fueron
tomados registros fotográficos con el objetivo de describir posibles cambios
morfológicos de los embriones expuestos a los diferentes crioprotectores
durante 1 hora de congelación.
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5. DISEÑO EXPERIMENTAL
Se ejecutaron 12 tratamientos, bajo un diseño factorial 2x2x3 compuestos por
dos soluciones crioprotectoras, las cuales son dimetil-sulfoxido y metanol, dos
concentraciones para cada solución crioprotectora 10% y 15%, tres tiempos de
desarrollo embrionario (2, 6 y 8 horas post-fertilización - HPF) evaluados bajo
una hora de congelación. Se realizaron 6 réplicas por cada tratamiento cada una
con su respectivo grupo control (embriones no sometidos a congelación).
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6. ANÁLISIS ESTADÍSTICO
Todos los valores fueron expresados como media ± error estándar de la media
(SEM). Para evaluar la interacción de cada factor y el efecto de cada tratamiento
sobre las variables de viabilidad embrionaria y eclosión se empleó un análisis de
varianza (ANOVA) de componentes factoriales, seguido de una prueba de
comparación de medias Tukey. En todos los casos p<0.05 fue utilizado como
criterio estadístico para revelar diferencias significativas. Los datos se
analizaron con el software SAS versión 8.02 para Windows (1999-2001 por SAS
Institute Inc, Cary, NC. USA).
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7. RESULTADOS
7.1. Características de los reproductores
Las características reproductivas presentadas por los machos y hembras
utilizados para el estudio de crioconservación de embriones de yamú (B.
amazonicus) son mostradas en las siguientes tablas (Tabla 1 y 2).

Tabla 1. Parámetros reproductivos de los machos de yamú (B. amazonicus).
Los datos son mostrados como media ± SEM (n= 3).

Características

Valor

Longitud total (cm)

44,0 ± 0.58

Longitud estándar (cm)

38 ± 0.58

Peso (kg)

1.26 ± 0.1

Volumen seminal (ml)

6.6 ±1.1

Tiempo de Activación (seg)

37 ±0.58

Movilidad Masal

83 ± 1.54

Las muestras de semen obtenidas en los machos presentaron características
aceptables para esta especie.

39

Tabla 2. Parámetros reproductivos de las Hembras de yamú (B. amazonicus).
Los datos son mostrados como media ± SEM (n= 3).

Características

Valor

Longitud total (cm)

47 ± 0.33

Longitud estándar (cm)

41 ± 0.33

Peso (kg)

1.8 ± 0.05

Tamaño oocitario (µ)

1196,33 ± 29.17

Peso desove (gr)

143 ± 11.3

Volumen (ml)

2000 ± 0

No. Total de Huevos

187359 ± 13786.

Las características reproductivas de las hembras se encontraron dentro de los
parámetros admisibles de esta especie.
7.2 Porcentaje de fertilidad
El porcentaje de fertilización para el estudio de crioconservación de embriones
de yamú (B. amazonicus) es mostrado en la siguiente tabla:
Tabla 3. Porcentaje de fertilidad Los datos son mostrados como media ± SEM
(n= 3).
Numero de reproducciones

% de fertilización

3

77 ± 1.5

El porcentaje de fertilidad se mantuvo bajo los rangos deseados de esta
especie.
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7.3. Calidad del Agua
Las características físico químicas del agua utilizada en el estudio como medio
de incubación de los embriones son mostradas en la siguiente tabla en donde
las variables a evaluar se encontraron aceptables para el desarrollo embrionario
de esta especie (Tabla 3).

Tabla 4. Características del agua de incubación. Datos son mostrados como
media ± SEM (n= 9).

Variables evaluadas

Valor

temperatura (ºC)

27,6 ± 0.31

pH

5,9 ± 0.1

Alcalinidad (mg L-1)

17,1± 0

Dureza (mg L-1)

28,5 ± 2.8

TDS (g-L)

22,6 ± 1.5

Conductividad

39,0 ± 1.6
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7.4. Morfología embrionaria (Características generales del embrión)
Los oocitos y embriones en desarrollo son de carácter no adherente,
semiflotantes, con un corion de superficie lisa, con un patrón de ornamentación
de poros-canales, sin filamentos en la superficie ni recubrimiento del mismo por
capas gelatinosas. La masa vitelina presenta una coloración verde azulada,
coloración que acompaña todo el desarrollo embrionario. La membrana de
fertilización o corion es transparente, lo cual facilita la observación de la
evolución de los eventos ontogénicos. (Clavijo et al., 2004)
7.5. Evaluación pre-conservación:
7.5.1. Estadio embrionario (Control)
Muestras de embriones registrados fotográficamente antes de iniciar en cada
tratamiento el proceso de la aplicación del crioprotector.
7.5.2 2 Horas post-fertilización (HPF)

El estadio de desarrollo de los embriones a las 2 HPF correspondió a de
blastulación. Descenso y formación del blastodisco sobre vitelo insegmentado.
(Clavijo et al; 2004) (Figura 2).

Figura 2. Estadio embrionario de yamú (B. amazonicus) 2 HPF grupo control. AB) Inicio del descenso y formación del blastodisco sobre el polo vegetal. (pv)
polo vegetal, (db) discoblastula.
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7.5.3 6 Horas post-fertilización (HPF)
El estadio de desarrollo de los embriones a las 6 HPF correspondió a
gastrulación, se observaron 2 etapas, cuando el porcentaje de epibolia llegó al
90% (se observa el tapón vitelino) y en la última etapa se observó el cierre del
blastoporo, haciéndose más evidente la diferenciación del eje cráneo-caudal
(Figura 3).

Figura 3. Estadio embrionario de yamú (B. amazonicus) 6 HPF grupo control. A)
Epibólia del 95 %,B) Cierre del blastoporo. (bp) borde periblasto, (v) vitelo, (tv)
tapón vitelino.
7.5.4 8 horas post-fertilización (HPF)
El estadio de desarrollo de los embriones a las 8 HPF correspondió a
organogénesis y faringulación. En esta etapa se observó un embrión con una
diferenciación céfalo- caudal, con simetría bilateral, dispuesto sobre el vitelo
tomando una forma arqueada inicial, se observó diferenciación de las vesículas
ópticas, y oticas (Figura 4).

Figura 4. Estadio embrionario de yamú (B. amazonicus) 8 HPF grupo control. AB) embrión diferenciado antero-posterior en forma arqueada. (v) vitelo, (sm)
somitas, (pa) parte caudal, (pc) parte cefálica.
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7.6. Evaluación pre-conservación con crioprotector:
Comparación de los embriones sometidos a cada solución crioprotectora con el
control, durante los tres periodos del desarrollo embrionario evaluados (2,6 y 8
HPF). (Figura 5,6 y 7)
7.6.1. 2 horas post-fertilización (HPF)
Embriones

tratamiento

descripción

Muestras de embriones sin la
A)Grupo control

aplicación del crioprotector.

B) MET 10%
Los

embriones

sometidos

al

crioprotector Metanol bajo las
concentraciones de 10 y 15 %
presentaron daño a nivel de la
formación del blastodisco.
C) MET 15 %
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D) DMSO 10%
Los

embriones

crioprotector

sometidos

al

Dimeltil-sulfoxido

bajo las mismas concentraciones
(10, 15%) presentaron pérdida de
la forma circular del corion debido
a la deshidratación, (Figura 5).
E) DMSO 15%

Figura 5. Características de los embriones de yamú (B. amazonicus) 2 HPF con
el crioprotector, A) Grupo control, B) MET 10%, C) MET 15 %, D) DMSO 10%,
E) DMSO 15%.

7.6.2. 6 horas post-fertilización (HPF)

Embriones

tratamiento

descripción

Muestras de embriones sin la
A)Grupo control
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aplicación del crioprotector.

B) MET 10%

Los embriones sometidos a los
dos
C) MET 15 %

crioprotectores

bajo

las

concentraciones 10 y 15 % no
evidenciaron

cambios

significativos a nivel estructural,
sin embargo se presentó un
oscurecimiento del saco vitelino y
formaciones de pliegues en el
D) DMSO 10%

corion para los embriones por
parte de los dos crioprotectores.

E) DMSO 15%

Figura 6. Características de los embriones de yamú (B. amazonicus) 6 HPF con
el crioprotector, A) Grupo control, B) MET 10%, C) MET 15 %, D) DMSO 10%,
E) DMSO 15%.
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7.6.3. 8 horas post-fertilización (HPF)

Embriones

tratamiento

descripción

Muestras de embriones sin la
A)Grupo control

aplicación del crioprotector.

los

B) MET 10%

embriones

sometidos

al

crioprotector

Metanol

presentaron

diferentes

porcentajes

de

deshidratación

del espacio perivitelinico con el
correspondiente

daño

en

las

estructuras que conforman el
corion
C) MET 15 %

Los
D) DMSO 10%

embriones

crioprotector

sometidos

al

Dimetil-sulfoxido

bajo las concentraciones de 10 y
15 % presentaron mayor daño a
nivel morfológico, se observó
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deformidad en la estructura de
los órganos cefálicos como la
vesícula óptica y otica y pérdida a
E) DMSO 15%

nivel estructural de las somitas.

Figura 7. Embriones de yamú (B. amazonicus) 8 HPF con el crioprotector, A)
Grupo control, B) MET 10%, C) MET 15 %, D) DMSO 10%, E) DMSO 15%.

7.7. Evaluación post-conservación:
Comparación de los embriones posterior a 1 hora de conservación a -14ºC
sometidos a cada solución crioprotectora. (Figuras 8,9 y 10)
7.7.1 2 horas post-conservación (HPF)

Embriones

tratamiento

descripción

Muestras de embriones sin
A)Grupo control
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periodo de conservación.

B) MET 10%

Los embriones sometidos
C) MET 15 %

a los dos crioprotectores
(MET-DMSO)

bajo

las

concentraciones de 10% y
15 % demostraron daño
total a nivel estructural,
presentando
D) DMSO 10%

una

destrucción del vitelo y
cambio de coloración del
corion (café oscuro).

E) DMSO 15%

Figura 8. Características de los embriones de yamú (B. amazonicus) de 2 HPF
sometidos a conservación a -14ºC durante una hora. A) Grupo control, B) MET
10%, C) MET 15 %, D) DMSO 10%, E) DMSO 15%.
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7.7.2 6 horas post-conservación (HPF)

Embriones

tratamiento

descripción

Muestras de embriones sin
A)Grupo control

periodo de conservación.

Los

embriones

con

el

crioprotector Metanol al 10
B) MET 10%

% presento daño en la
membrana vitelina y un
menor desarrollo mientras
que

los

embriones

sometidos

a

la

concentración del 15 % no
C) MET 15 %

evidenciaron

cambios

importantes

en

sus

estructuras

Los embriones sometidos
al
D) DMSO 10%

crioprotector

Dimetilsulfoxido bajo las
concentraciones de 10% y
15
desintegración
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presentaron
de

las

estructuras perivitelinicas y
deformación de la epibolia
E) DMSO 15%

Figura 9. Características de los embriones de yamú (B. amazonicus) de 6 HPF
sometidos a conservación a -14ºC durante una hora. A) Grupo control, B) MET
10%, C) MET 15 %, D) DMSO 10%, E) DMSO 15%.

7.7.3 8 horas post- conservación (HPF)

Embriones

tratamiento

descripción

Muestras de embriones sin
A)Grupo control

periodo de conservación

los embriones sometidos
al
B) MET 10%

crioprotector

Metanol

bajo las concentraciones
de 10 % y 15 % no
presentaron
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daños

morfológicos

notorios

a

excepción de formaciones
C) MET 15 %

de pliegues a nivel del
corion

Los embriones sometidos
al
D) DMSO 10%

crioprotector

Dimetilsulfoxido bajo las
concentraciones de 10 % y
15 % presentaron una falta
de

diferenciación

céfalo

caudal y ausencia en la
formación
E) DMSO 15%

de

vesículas

ópticas y oticas.

Figura 10. Características de los embriones de Yamú (Brycon amazonicus) de 8
HPF sometidos a conservación a -14ºC durante una hora. A) Grupo control, B)
MET 10%, C) MET 15 %, D) DMSO 10%, E) DMSO 15%.
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7.8 Tasa de Viabilidad Embrionaria
Se observaron diferencias estadísticas significativas en todos los diferentes
estadios de desarrollo embrionario con respecto a los grupos control, los cuales
mostraron viabilidad promedio de 96.2 ± 0,09 (p<0.05).
Los embriones en estado de blastulación 2 HPF sometidos a conservación con
DMSO y MET al 10 % de concentración mostraron un muy bajo porcentaje de
viabilidad (DMSO 0.5 ± 0.3 y MET 1.3 ± 0.5%) respectivamente, mientras que los
embriones bajo la concentración del 15 % no presentaron viabilidad. (Tabla 4).
Los embriones en estado de gastrulación 6 HPF mostraron viabilidad, siendo
MET el crioprotector que mejor porcentaje de viabilidad demostró bajo la
concentración de 10 % (31.7±6.0%) seguido del tratamiento con la concentración
del 15 % (28.8 ± 5.0 %), en contraste el DMSO mostro una viabilidad menor
4.3±0.7 % para la concentración del 10 % y 3.8 ± 5.9 % para la concentración del
15 % respectivamente. (Tabla 4).
Los embriones en estado de segmentación 8 HPF presentaron la mayor tasa de
viabilidad. El tratamiento con MET bajo la concentración del 15% fue de 69.5 ±
2.8 % y 46.5±3.3 % para la concentración del 10 % respectivamente, por el
contrario los tratamientos con el crioprotector DMSO reportaron una tasa de
viabilidad más baja con un máximo de 12.0±2.7 % para el tratamiento con
DMSO al 15% y 7.1±1.2 % para la concentración del 10 %.(Tabla 4).
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Tabla 5. Tasa de viabilidad de embriones de yamú (B. amazonicus) de
diferentes etapas de desarrollo conservados con dos crioprotectores durante una
hora a -14 oC. Valores mostrados como media ± SEM.
CP

HPF
2H

6

8

CONTROL

96.3±0.6ax

96.1±0.5ax

96.6±0.6ax

DMSO 10%

0.5±0.3 by

4.3±0.7az

7.1±1.2az

DMSO15%

0.0±0.0cy

3.8±5.9bz

12.0±2.7az

MET 10%

1.3±0.5cy

31.7±6.0by

46.5±3.3ay

MET 15%

0.0±0.0cy

28.8±5.0by

69.5±2.8ay

a, b, c

Letras distintas entre columnas presentan diferencias estadísticas significativas.
Letras distintas dentro de la misma columna indican diferencias estadificas significativas.
Para ambos casos, de acuerdo al test de Tukey (p<0.05).
x,y,z

El aumento de la viabilidad fue directamente proporcional con el mayor estadio
de desarrollo embrionario, obteniéndose en todos los casos mayores porcentajes
en los periodos de segmentación-faringulación (8HPF), seguido por la etapa de
gastrulación correspondiente a la sexta hora de desarrollo embrionario.( Figura
11).
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Figura 11. Tasa de viabilidad de embriones de Yamú (B. amazonicus) en tres
estadios del desarrollo embrionario conservados durante una hora a -14 oC con
diferentes concentraciones de Dimetil-sulfóxido (DMSO) y Metanol (MET).
a, b, c
Para un mismo tratamiento a diferentes horas de post-fertilización, barras
con letras diferentes difieren estadísticamente (p<0.05).
x,y,z
Dentro de una misma hora, barras con letras diferentes son estadísticamente
diferentes con respecto al control (p<0.05). Los valores son mostrados como
media ± SEM

7.9 Tasa de Eclosión
No se obtuvo porcentaje de eclosión a las 2 HPF debido a la baja tasa de
viabilidad observada en los tratamientos de MET y DMSO., Por tanto, en la tabla
5 solo se ilustran los resultados de eclosión correspondientes a las 6 y 8 HPF.
Las mejores tasas de eclosión fueron obtenidas en el estado de segmentaciónfaringulación con 54.1±4.1% para MET 15% y en el estado de gastrulación con
26.8±7.6 para MET 10%, presentando diferencias significativas (p≥ 0.05) con
respecto al control pero no entre tratamientos. Como se puede apreciar en la
figura 12 Por su parte las menores tasas de eclosión fueron observadas en todos
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los tratamientos con DMSO, el cual presentó diferencias significativas (p≥ 0.05)
con respecto a los demás tratamientos.

Tabla 6. Tasa de eclosión de embriones de Yamú (B. amazonicus) de diferentes
etapas de desarrollo conservados con dos crioprotectores durante una hora a
-14 oC. Valores mostrados como media ± SEM.
HPF
CPA

2H

6

8

CONTROL

96.3±0.7

96.3±0.7aw

96.4±0.7aw

DMSO 10%

----

1.3±0.5ayz

3.5±1.2az

DMSO15%

----

0.7±0.4bz

10.9±4.2ayz

MET 10%

----

26.8±7.6ax

22.2±1.7ax

MET 15%

----

18.9±7.4bxy

54.1±4.1ax

a, b, c

Letras distintas entre columnas presentan diferencias estadísticas significativas.
Letras distintas dentro de la misma columna indican diferencias estadificas significativas.
Para ambos casos, de acuerdo al test de Tukey (p<0.05).
wx,y,z

La eclosión para estos últimos dos estados de desarrollo embrionario mostró un
comportamiento similar al que venía presentando la variable de viabilidad,
siendo el MET 15 y 10% los que nuevamente presentan las mejores tasas de
eclosión (Figura 12).

56

Figura 12. Tasa de eclosión de embriones de Yamú (B. amazonicus) en tres
estadios del desarrollo embrionario conservados durante una hora a -14 oC con
diferentes concentraciones de Dimetil-sulfóxido (DMSO) y Metanol (MET).
a, b, c
Para un mismo tratamiento a diferentes horas de post-fertilización, barras
con letras diferentes difieren estadísticamente (p<0.05).
x,y,z.
Dentro de una misma hora, barras con letras diferentes son estadísticamente
diferentes con respecto al control (p<0.05). Los valores son mostrados como
media ± SEM
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8

DISCUSION DE RESULTADOS

La crioconservación de gametos de peces ha sido estudiada ampliamente
durante las últimas tres décadas generando satisfactorios resultados en la
crioconservación de espermatozoides de

muchas especies,

incluyendo

salmónido, ciprínidos, silúridos Acipenseridae (Rana et al., 1996; Lahnsteiner,
2000; Tiersch et al., 2000). Sin embargo, la crioconservación de embriones de
peces ha tenido poco éxito (Harvey, 1983; Zhang et al., 1989; Hagedorn et al.,
1996) principalmente debido a la baja permeabilidad de la membrana, su
complejo sistema de compartimentos múltiples y a la sensibilidad presentada
por el enfriamiento (Robles et al., 2004). No obstante los diferentes estudios e
investigaciones sobre la funcionalidad de los crioprotectores sobre los
embriones y los diferentes métodos de crioconservación se han llevado a cabo
con el objetivo de buscar soluciones que aporten y disminuyan los problemas
presentes sobre la crioconservación de embriones de peces.

Es así como Dinnyes y colaboradores (1998), realizaron un estudio en donde
evaluaron la sensibilidad de los embriones de carpa (Cvprinus carpio) a la baja
temperatura (0.4ºC) en diferentes etapas de desarrollo embrionario y los
posibles efectos con la utilización de agentes crioprotectores. Para este estudio
utilizaron un total de total de 86.400 embriones evaluados en tres periodos del
desarrollo embrionario: mórulas, epibolia media y ritmo cardíaco (4, 8 y 32 horas
posterior

a

la

fertilización

respectivamente),

utilizando

dos

agentes

crioprotectores, Metanol y Dimetil-sulfoxido. Los embriones fueron sumergidos
en los crioprotectores y posteriormente conservados por un periodo de 1 hora a
una temperatura de 0.4ºC, para finalizar los embriones fueron lavados dos veces
con agua a temperatura ambiente y se colocaron en frascos de Zug hasta su
posible eclosión.
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En este estudio Dinnyes demostró que la etapa de desarrollo embrionario y el
crioprotector utilizado tienen un efecto significativo en la sobrevivencia y eclosión
de los embriones. Es así como se demostró que la etapa de desarrollo
embrionario que presento menos daño por parte de los crioprotectores fue la
etapa de latido del corazón (32 HPF) viéndose reflejado en la tasa de eclosión
con un porcentaje de 70 ± 2.0 %, mientras que en las etapa de desarrollo más
tempranas morula (4 HPF) y epibolia media (8 HPF) la tasa de eclosión fue
notablemente más baja 22 ± 0,8 % y 9 ± 1.2 %, respectivamente , contribuyendo
junto con el presente estudio en donde también se encontró que los embriones
de yamú (B. amazonicus) fueron más sensibles a la toxicidad de los
crioprotectores en estadios tempranos de desarrollo que los embriones que
presentaban mayor desarrollo (8 HPF),dándonos a inducir posiblemente que a
temprana edad del desarrollo embrionario hay poca permeabilidad del embrión
frente al crioprotector.
En efecto, Heraes Ortega (2005), en su estudio sobre la conservación a largo
plazo de embriones de teleósteos menciona que la baja permeabilidad durante
los periodos tempranos de desarrollo embrionario no permite conseguir
concentraciones adecuadas de crioprotector en el embrión este factor se debe a
la pequeña relación superficie volumen y a la presencia en el embrión de
distintos compartimentos, rodeados y separados entre sí por estructuras que
representan barreras de permeabilidad.
Extendiendo en el estudio realizado por Dinnyes el crioprotector que mejor tasa
de eclosión presento fue MET durante los tres periodos de desarrollo
embrionario, morula, epibolia media y ritmo cardiaco mientras que el DMSO
presento tasas de eclosión inferiores. Lo mismo ocurrió en el presente estudio al
evaluar los dos crioprotectores Metanol y Dimetil-sulfoxido en los tres periodos
del desarrollo embrionario (2,6 y 8 HPF) obteniendo los mejores resultados con
el crioprotector Metanol (54.1 ± 4.1 %) a las 8 HPF.
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De igual manera Chen y colaboradores (2005), Mencionaron a través de su
estudio sobre la Crioconservación de embriones del pez lenguado (Paralichthys
olivaceus), que la toxicidad del crioprotector metanol bajo una concentración del
20 % es menor que la de otros crioprotectores (propilenglicol (PG),
dimetilsulfóxido (DMSO), dimetil-formamida (DMF), etilenglicol (EG) y glicerol
(Gly)), haciéndolo más permeable por los embriones que otros crioprotectores.
Asi mismo los estudios realizados por Liu (1998) y Zhang (1993), demostraron
que el metanol es más tolerable que otros crioprotectores sobre el pez cebra
(Danio reiro). Este hallazgo también fue observado en embriones del pez carpa
(Cyprinus carpio) por Ahammand y colaboradores (1998).
En el mismo sentido, estudios dan a conocer que el metanol tiene su acción
eficaz como crioprotector debido a su rápida penetración y su baja toxicidad
siendo posiblemente más efectivo para los embriones de yamú debido a que
permiten una más rápida penetración a través de los diferentes compartimentos
múltiples que son característicos de los embriones de yamú (Zhang et al., 1993;
Liu et al., 2001; Guan et al., 2008).
Diferentes estudios demuestran que embriones de peces como trucha arco iris (
Haga ,1982 ) , carpita cabezona (Cloud , et al. 1998 ) ,platija de oliva ( Sasaki , et
al . 1988 ) y medaka( Valdez , et al . 2005 ). conservados bajo estadios
tempranos de desarrollo presenta una alta sensibilidad al frío, Tal como
Lahnsteiner (2008), en su estudio sobre

el efecto interno y externo de los

crioprotectores en embriones del pez Zebrafish (Danio rerio) afirmo que en las
primeras etapas ontogenéticas los embriones son más sensibles a la exposición
de temperaturas bajo cero, unas de las razones mencionadas por Lahnsteiner
eran:
1. La afectación causada por la acción de los crioprotectores a los procesos
de diferenciación temprana propios del embrión.
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2. La falta de desarrollo del proceso de defensa de los embriones ante
condiciones ambientales externas (endurecimiento del corion, captación
de agua y osmoregulación).
3. La fácil entrada de los crioprotectores en estadios tempranos que tardíos
debido a la no formación completa de las estructuras embrionarias.
4. El bajo potencial de decodificación de los embriones que evita compensar
el efecto toxico de los crioprotectores mediante vías de regulación
metabólicas.

En su estudio Lahnsteiner (2008), evaluó las respuestas de los embriones a
diferentes agentes crioprotectores como el DMSO, 1-2 Propanediol y MET en
donde los mejores porcentajes de viabilidades fueron observados en embriones
con desarrollo embrionario avanzado de segmentación y aparición de las
somitas. Resultados similares hemos obtenidos en el presente estudio donde los
embriones de yamú (B. amazonicus), fueron más susceptibles a los procesos de
crioconservación durante las etapas iniciales de desarrollo embrionario, siendo
más apropiados los estadios más avanzados, 6 y 8 HPF en los que el embrión
ya han finalizado la gastrulación e inicia un proceso de segmentación.

De la misma manera en el presente trabajo los resultados de viabilidad y
eclosión de los embriones estuvieron directamente relacionados con los estadios
de desarrollo embrionario, siendo los embriones menos avanzados (2 HPF
blastulación) los más susceptibles a los criodaños, tal como ha sido reportado
por Zhang y Rawson (1995) y Zhang et al., (2003). Lo anterior, se debe
probablemente que especies tropicales como el yamú (B. amazonicus) donde el
desarrollo embrionario es rápido presentando seis estadios (ovocélula a las cero
HPF.; primer clivaje a las 0.6 HPF discoblástula a las 2 HPF.; gástrula a las 5
HPF.; organogénesis a las 7 HPF.; eclosión a las 12.5 HPF.) (Arias, 2006)
presentan una gran cantidad de saco vitelino, lo cual podría impedir la
penetración de los crioprotectores. Así mismo Ávila et al., (2006), mencionaron
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que los lípidos (colesterol y ácidos grasos) son el componente más abundante
del saco vitelino el cual determina la fluidez y resistencia de la membrana
durante los procesos de crioconservación. Es por ello que las membranas
celulares son las estructuras que mayor daño sufren en los procesos de
congelación en general debido a la pérdida de fluidez de sus componentes
lipídicos y la transición de lípidos fluidos a sólidos alterando de esta manera las
funciones de la membrana y dándole un alto grado de fragilidad.

Se ha reportado que en la mayoría de peces la permeabilidad del saco vitelino
parece prácticamente nula (Hagedorn et al., 1996; Cabrita et al., 2003). Debido a
lo anterior, se han orientado estudios para permitir la entrada de los diferentes
crioprotectores

a

cada

compartimento

del

embrión

por

medio

de

microinyecciones, decorionización, permeabilización de las membranas y
modificación de los mecanismos de intercambio osmótico (Nakatani et al., 2001).
De otra manera Adam et al., (1995), mencionan que durante la deshidratación
celular que tiene lugar en el proceso de congelación se puede presentar una
pérdida de lípidos lo cual afectaría la integridad de la membrana por pérdida de
su capacidad de expansión durante la rehidratación.

Se han realizado diversas investigaciones evaluando el efecto de los
crioprotectores sobre la viabilidad embrionaria, en Cyprinus carpio (Dinnye´s et
al., 1998) Paralichthys olivaceus (Zhang et al., 2005) y Sparus aurata (Cabrita et
al., 2006), en embriones de seabream (Pagrus major) con 36 horas de desarrollo
embrionario fueron evaluados cinco crioprotectores internos o permeables
dimetil-sulfoxido (DMSO), glicerol (Gly), metanol (Met), 1,2- propilenglicol (PG),
etilenglicol (EG) a concentraciones de 5 a 30% y expuestos durante 10, 30 y 60
minutos y dos crioprotectores externos o no permeables polivinilpirrolidona
(PVP) y sacarosa durante 10 y 30 minutos. Los crioprotectores menos tóxicos
fueron el PG 15% durante 30 minutos con una tasa de eclosión de 93.3% y
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DMSO con 82.7%. La tasa de eclosión del PVP disminuyo con respecto al
aumento en la concentración y tiempo de exposición y con la sacarosa no se
presentaron diferencias significativas con respecto a los grupos control (Xiao et
al., 2008).
De la misma forma, resultados similares obtuvo Saeide Keivanloo, 2013 en su
estudio sobre la conservación de embriones del pez Persa Sturgeon (Acipenser
persicus ), donde evaluó la conservación de los embriones durante dos periodos
del desarrollo embrionario 24 y 48 HPF siendo estos expuestos a seis
crioprotectores permeables dimetil sulfoxido (DMSO ) , etilenglicol (EG ) ,
propileno glicol ( PG ) , acetamida ( Ac ) , metanol ( MeOH ) y glicerol ( Gly ) en
concentraciones que van de 1 a 6 ml ;durante un período de conservación de 1
hora a 0°C. En su investigación Saeide obtuvo los mejores resultados en los
embriones trabajados con el crioprotector DMSO a las 48 HPF bajo las 6
concentraciones viéndose reflejado en la tasa de eclosión 1ml (70 ± 2.88),2 ml
(63.33 ± 1.66), 3ml (50 ± 2.88),4 ml (51.66 ± 1.66),5 ml (68.33 ± 2.88) y 6 ml (20
± 2.88) respectivamente.

En el desarrollo inicial de este trabajo se realizaron evaluaciones donde se
constató que los crioprotectores con menores efectos negativos en embriones
Yamú eran el DMSO y el MET a concentraciones de 10 y 15%. Sin embargo se
pudo observar que independientemente del crioprotector empleado el estado de
desarrollo embrionario es importante para un éxito adecuado en los procesos de
crioconservación.
Con el mismo propósito Zhan et al., (2005) evaluaron la eficiencia de diferentes
crioprotectores (dimetil-sulfoxido, metanol, etilenglicol, glicerol, 1-2 propilenglicol)
con concentraciones (10%,15%, 20%, 25% y 30%) en embriones de 45 horas
post-fertilización (inicio de movimiento de cola) en la especie Paralichthy
olivaceus sobre la tasa de eclosión de los mismo cuando fueron sometidos a -15
ºC durante 60 minutos. El mejor porcentaje de eclosión se presentó con el
crioprotector 1-2 propilenglicolal 20 % con un porcentaje de eclosión del 65%,
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mientras que los crioprotectores más tóxicos fueron MeOH al 10% y dimetilsulfoxido al 30% (12 % y 15% de eclosión) respectivamente.

Por consiguiente al compararlo con el presente estudio y viendo la similitud entre
estos, los resultados fueron diferentes en cuanto al crioprotector y su
concentración es importante mencionar que el efecto de cada crioportector, sus
características y concentraciones puede arrojar un resultado diferente sobre las
tasas de viabilidad y eclosión de cada especie. (Suzuki et al., 1995). Siendo de
gran importancia realizar estudios preliminares para cada especie objeto de
estudio, en donde se determinen las concentraciones y los posibles efectos
tóxicos de los crioprotectores.
Con relación a los cambios morfológicos observados en los embriones
sometidos a diferentes crioprotectores se pueden atribuir a varios factores,
dentro

de

los

cuales

se

encuentran

implicados

elementos

como

la

osmorregulación, formación de cristales de hielo y la permeabilidad de las
membranas. El aumento excesivo de volumen, luego de un proceso de
descongelación

y

la

presencia

de

concentraciones

de

crioprotectores

intracelulares puede generar que las células embrionarias incorporen agua
excesivamente y aumenten de volumen, ocasionando daños estructurales a nivel
interno y rompimiento del corion (Karow, 2001). La cantidad de agua que
contienen los embriones de peces, la cual comparada con otras especies es
mucho mayor, juega un papel muy importante en la efectividad del proceso de
conservación (Lopes et al., 2011). Por medio de microscopia electrónica se
determinó que los embriones de Danio rerio, estaban conformados en un 61%
por agua y el restante 39% hacía parte del saco vitelino, lo cual puede variar
dependiendo de la especie y el estado de desarrollo (Hagedorn et al., 1997).
Otro factor importante de los cambios morfológicos podría ser la disminución del
volumen de las células embrionarias durante el proceso de crioconservación la
cual es generada por los crioprotectores que ocasiona una pérdida importante de
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agua y deshidratación provocando cambios en la composición y estructuras del
medio interno del embrión, en este caso, los solutos podrían cambiar la
conformación proteica y el metabolismo de los embriones, además la
deshidratación favorecería la pérdida de ubicación normal de estructuras
citoplásmicas, aproximándose lo suficiente como para permitir reacciones
intermoleculares (Karow, 2001).
Por último y no menos importante, se encuentra la formación de cristales de
hielo intra-embrionarios lo cual sucede de forma simultánea a la formación de
cristales en el exterior, esto puede ser generado por tasas de descenso térmico
muy altas con lo cual el agua interna del embrión no logra salir a el medio
extracelular, formándose los pequeños cristales de hielo internamente
(Hagedorn et al., 2004). Por otra parte, si la tasa de ascenso térmico durante la
descongelación no es lo suficientemente rápida, se puede ocasionar un efecto
de recristalización como consecuencia de un nuevo pasaje a través de la
temperatura de nucleación, o por crecimiento de los pequeños cristales que
pudieran haberse generado durante el enfriamiento. Esto puede producirse
además, por un desequilibrio entre la concentración del crioprotector y la tasa de
descenso térmico (Kasai et al., 2002). En el presente trabajo se utilizaron tasas
de congelación de 2.0 ± 0.7 °C/min y de descongelación de 3.5 ± 1.5 °C/min
para evitar la formación de dichos cristales, sin embargo probablemente no hubo
un ingreso total de los crioprotectores, lo cual aumentó la posibilidad de
formación de cristales de hielo.
A pesar que el presente trabajo muestra resultados satisfactorios de eclosión a
las 8 horas de desarrollo embrionario con MET 15% (54.1±4.1%), se deben
realizar esfuerzos en el desarrollo de más investigaciones en el área de la
crioconservación o conservación a temperaturas de congelación de peces
nativo, en donde se pueda evaluar protocolos que arrojen porcentajes más
satisfactorios de viabilidad y eclosión de las larvas en periodos de tiempo más
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prolongados y disminuyan los criodaños generados por los cambios de
osmorregulación y formación de cristales de hielo.
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CONCLUSIONES

Al, conservar embriones de 6 y 8 horas post-fertilización de yamú (B.
amazonicus) durante 60 minutos a -14ºC bajo los protocolos con el crioprotector
metanol al 10 y 15 % nos permitió obtener porcentajes significativos de eclosión.
Sin embargo durante las primeras etapas embrionarias los resultados con
respecto a la viabilidad y eclosión fueron inferiores debido a los daños
ocasionados por la refrigeración y a la gran cantidad de componentes lipídicos
en las membranas embrionarias durante las primeras etapas de desarrollo
impidiendo la completa penetración del crioprotector sobre el embrión.

El crioprotector y su concentración ejercen un efecto altamente significativo
sobre el desarrollo morfológico del embrión, es así como se pudo observar en
este estudio menores daños en las estructuras de los embriones a las 6 y 8
horas post-fertilización con la utilización del metanol a concentraciones de 10 y
15 %, reflejándose positivamente en las tasas de eclosión. Sin embargo es
importante resaltar que cada agente crioprotector tiene un efecto desigual
dependiendo de su concentración y sus características sobre los embriones.

Es indispensable identificar métodos y procedimientos adecuados que
promuevan el éxito de la crioconservación de especies como el yamú, con el fin
de disminuir problemas relacionados con la baja penetración de los
crioprotectores y la formación de cristales de hielo que dañan la integridad
morfológica del embrión.
La crioconservación de embriones de yamú (B. amazonicus) es un camino que a
través de la continuidad de estudios e investigaciones permitirá resolver el
problema de la disponibilidad de material biológico durante todo el año
generando mayor productividad y garantizando la obtención de semilla,
respondiendo de esta manera la alta demanda de esta especies ícticas de alto
potencial productivo.
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